Mo r t a l i t i e s o f t h e l a r v a e o f t h e Pa c i f i c o y s t e r
Cr a s s o s t r e a g i g a s , a s s o c i a t e d wi t h a h e r p e s -l i k e v i r u s , we r e f i r s t n o t e d i n F r a n c e ( Ni c o l a s e t a l . , 1 9 9 2 ) . T h e h e r p e s -l i k e v i r u s wa s t h e r e a f t e r c l a s s i f i e d a s t h e s o l e me mb e r o f t h e g e n u s Os t r e a v i r u s a n d n a me d o s t r e i d h e r p e s v i r u s 1 ( Os HV -1 ) ( Da v i s o n e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h e mo r t a l i t i e s a s s o c i a t e d wi t h Os HV -1 o c c u r r e d d u r i n g t h e s u mme r s o f 1 9 9 1 a n d 1 9 9 3 ( Ni c o l a s e t a l . , 1 9 9 2 ; Re n a u l t e t a l . , 1 9 9 4 ) . A mo r p h o l o g i c a l l y s i mi l a r v i r u s wa s a l s o f o u n d i n Ne w Z e a l a n d ( Hi n e e t a l . , 1 9 9 2 ) . I n t h e Un i t e d S t a t e s , Os HV -1 , o r a c l o s e l y r e l a t e d v i r u s , wa s d e t e c t e d d u r i n g a mo r t a l i t y e v e n t o f P a c i f i c o y s t e r s ( F r i e d ma n e t a l . , 2 0 0 5 ; B u r g e e t a l . , 2 0 0 6 ) . I n 2 0 0 8 , t h e P a c i f i c o y s t e r a q u a c u l t u r e i n d u s t r y i n F r a n c e e x p e r i e n c e d a c u t e e v e n t s wi t h h i g h mo r t a l i t i e s , r e a c h i n g u p t o 1 0 0 %, i n s p a t a n d j u v e n i l e s ( S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ) . T h e s e e n o r mo u s l y d a ma g i n g e v e n t s we r e a p p a r e n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e d i s e a s e s c a u s e d b y t h e Os HV -1 d e s c r i b e d a b o v e . T h e ma j o r f e a t u r e o f t h e mo r t a l i t i e s wa s t h a t Os HV -1 wa s d e t e c t e d a t a n a b n o rma l l y h i g h i n c i d e n c e ( E u r o p e a n F o o d S a f e t y A u t h o r i t y , 2 0 1 0 ; S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ; Re n a u l t , 2 0 1 1 ; Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) . B y P CR a mp l i f i c a t i o n o f Os HV -1 DNA o b t a i n e d f r o m t h e s a mp l e s c o l l e c t e d d u r i n g t h e mo r t a l i t y e v e n t , a n d s u b s e q u e n t s e q u e n c e a n a l y s i s , t h e v i r u s wa s d e mo n s t r a t e d t o b e a n e wl y r e p o r t e d v a r i a n t o f Os HV -1 , r e f e r r e d t o a s o s t r e i d h e r p e s v i r u s 1 mi c r o v a r i a n t ( Os HV -1 m V a r ) ( S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ) . Os HV -1 m V a r d i f f e r e d f r o m r e f e r e n c e Os HV -1 ( Ge n Ba n k a c c e s s i o n n o . A Y 5 0 9 2 5 3 ) ( Da v i s o n e t a l . , 2 0 0 5 ) b y n u c l e o t i d e mu t at i o n s i n t h e C2 / C6 f r a g me n t i n c l u d i n g ORF 4 , a n d i n t h e I A 1 / I A 2 f r a g me n t i n c l u d i n g ORF 4 2 / 4 3 ( S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ) . No t a b l y t h e s e q u e n c e s i n t h e C2 / C6 a r e a we r e mo r e p o l y mo r p h i c t h a n t h o s e i n o t h e r r e g i o n s ( Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) , a n d Os HV -1 m V a r wa s c h a r a c t e r i z e d b y a d e l e t i o n o f 1 2 c o n s e c u t i v e n u c l e o t i d e s , n o n -s y n o n ymo u s s u b s t i t u t i o n s , a n d o t h e r mu t a t i o n s i n t h e C2 / C6 f r a g me n t i n c l u d i n g ORF 4 ( HQ8 4 2 6 1 0 ) ( S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ) . S i n c e 2 0 0 8 , P a c i f i c o y s t e r s h a v e s u f f e r e d f r o m a c u t e o u t b r e a k s o f t h e d i s e a s e , wi t h h i g h e r mo r t a l i t i e s i n s u mme r n o t o n l y i n F r a n c e , b u t a l s o i n t h e UK, I r e l a n d , t h e Ne t h e r l a n d s , Sp a i n , A u s t r a l i a a n d Ne w Z e a l a n d , wh e r e e i t h e r Os HV -1 m V a r , o r a v e r y s i mi l a r v i r u s , wa s d e t e c t e d ( Ma r t e n o t e t a l . , 2 0 1 2 ; P e e l e r e t a l . , 2 0 1 2 ; Ro q u e e t a l . , 2 0 1 2 ; Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ; S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ) . 
S u r v e i l l a n c e o f T y p e 1 Os t r e i d He r p e s v i r u s ( Os HV -1 )
V a r i a n t s i n J a p a n Re n a u l t e t a l . ( 2 0 1 2 ) d e t e c t e d a n Os HV -1 v a r i a n t i n s a mp l e s c o l l e c t e d i n J a p a n . T h i s Os HV -1 v a r i a n t p o ss e s s e d a mi c r o s a t e l l i t e d e l e t i o n u n i q u e t o Os HV -1 m V a r i n C2 / C6 , b u t t h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e wa s n o t i d e n t i c a l t o Os HV -1 m V a r ( Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) . 1 ) , 4 ( 1 ) , 5 ( 1 ) 3 ( 2 %) 5 -1 5 . 2 1 5 0 6 . 9 F e b r u a r y P a c i f i c o y s t e r Mi y a g i T y p e 2 ( 1 3 ) , 4 ( 1 ) , 7 ( 1 ) , 8 ( 2 ) , 2 + 6 * * ( 1 ) , 2 + 8 * * ( 1 ) 1 9 ( 4 2 %) N. D . 4 5 2 8 . 7 A u g u s t P a c i f i c o y s t e r T y p e 2 ( 1 1 ) , 4 ( 6 ) , 6 ( 3 ) , 7 ( 3 ) , 1 1 ( 1 ) , 1 2 ( 1 ) , 1 3 ( 1 ) , 1 4 ( 2 ) , 1 5 ( 1 ) , 1 6 ( 1 ) * * Di f f e r e n t t y p e s o f Os HV -1 we r e s i mu l t a n e o u s l y p r e s e n t i n o n e a n i ma l . I s h i k a wa P r e f e c t u r e s i n 2 0 0 7 a n d 2 0 1 1 . K u ma mo t o o y s t e r s , C. s i k a me a , a n d t h e Su mi n o e o y s t e r , C. a r i a k e n s i s , we r e c o l l e c t e d f r o m K u ma mo t o P r e f e c t u r e i n 2 0 0 7 ( T a b l e 1 , F i g . 1 ) . Wa t e r t e mp e r a t u r e s a t t h e t i me o f s a mp l i n g we r e b e t we e n 6 . 9°C a n d 2 8 . 7°C. 1 , 7 1 4 o y st e r s we r e d i s s e c t e d , a n d t h e e n t i r e t i s s u e o f t h e s p a t , e x c l u d i n g s h e l l s , we r e h o mo g e n i z e d . A p p r o x i ma t e l y 5 0 mg o f t h e t i s s u e f r o m e a c h s a mp l e we r e s u b j e c t e d t o DNA e x t r a c t i o n , u s i n g t h e Ma x we l l 1 6 T i s s u e DNA P u r i f i c a t i o n K i t (P r o me g a ) f o l l o wi n g t h e ma n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . F o r j u v e n i l e o y s t e r s l a r g e r t h a n 2 0 mm i n s h e l l l e n g t h , p a r t i a l t i s s u e s i n c l u d i n g t h e ma n t l e , mu sc l e , g i l l s a n d v i s c e r a we r e u s e d f o r DNA e x t r a c t i o n . A l l s a mp l e s o f o y s t e r s u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y we r e h e a l t h y , a n d n o d r a ma t i c i n c r e a s e s i n mo r t a l i t y r a t e h a d b e e n r e p o r t e d d u r i n g c u l t u r e o f t h e o y s t e r s i n e a c h a r e a . P CR a n d s e q u e n c e a n a l y s i s PCR, t a r g e t i n g t h e C2 / C6 f r a g me n t i n c l u d i n g ORF 4 , wa s p e r f o r me d u s i n g t h e p r i me r p a i r s C2 : 5 -CT C T T T A CC A T G AA G A T A CCC A CC-3 , a n d C6 : e n c i n g ( I n v i t r o g e n ) a n d t h e r e s u l t a n t p l a s mi d s we r e t r a n sf o r me d i n t o E s c h e r i c h i a c o l i s t r a i n DH5 a . P l a s mi d s f r o m a t l e a s t f i v e i n d e p e n d e n t l y d e r i v e d c l o n e s we r e e x t r a c t e d u s i n g t h e QI Ap r e p Sp i n Mi n i p r e p Ki t ( QI AGEN) a n d s u b j e c t e d t o s e q u e n c i n g r e a c t i o n s . Se q u e n c i n g r e a c t i o n s we r e p u r i f i e d wi t h A g e n c o u r t Cl e a n S E Q ( B e c k ma n Co u l t e r ) f o l l o wi n g t h e ma n u f a c t u r -S u r v e i l l a n c e o f Os HV -1 v a r i a n t s i n J a p a n F i g . 1 . Ma p o f J a p a n , s h o wi n g t h e s i x p r e f e c t u r e s wh e r e o y s t e r s a mp l e s we r e c o l l e c t e d . e r ' s i n s t r u c t i o n s a n d l o a d e d i n t o a n A B I P RI S M 3 1 3 0 x l Ge n e t i c A n a l y z e r ( A p p l i e d B i o s y s t e ms ) . B a s i c a l i g nme n t s o f n u c l e o t i d e s e q u e n c e s we r e ma d e u s i n g GENE T Y X -MA C s o f t wa r e ( GENE T Y X ) . P h y l o g e n e t i c a n a l y s i s wa s p e r f o r me d b y t h e ma x i mu m-l i k e l i h o o d me t h o d u s i n g t h e MEGA 5 p r o g r a m ( T a mu r a e t a l . , 2 0 1 1 ) . T h e s e q u e n c e s o b t a i n e d we r e c o mp a r e d , b o t h wi t h t h o s e o f v a r i a n t s r e c e n t l y r e p o r t e d b y Re n a u l t e t a l . ( 2 0 1 2 ) , r e f e r e n c e Os HV -1 ( A Y 5 0 9 2 5 3 ) ( Da v i d s o n e t a l . , 2 0 0 5 ) , a n d Os HV -1 m V a r ( HQ8 4 2 6 1 0 ) ( S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ) .
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Re s u l t s a n d Di s c u s s i o n
I n a r e c e n t s t u d y , Re n a u l t e t a l . ( 2 0 1 2 ) a n a l y z e d t h r e e d i f f e r e n t g e n o mi c r e g i o n s o f Os HV -1 ( ORF 4 ; ORF 3 5 , -3 6 , -3 7 , a n d -3 8 ; a n d ORF 4 2 a n d -4 3 ) f r o m s a mp l e s c o l l e c t e d i n F r a n c e , I r e l a n d , t h e Un i t e d S t a t e s , Ne w Z e a l a n d , Ch i n a a n d J a p a n . Of t h e t h r e e r e g i o n s , ORF 4 , wh i c h wa s a mp l i f i e d wi t h t h e C2 / C6 p r i me r s , wa s t h e mo s t p o l y mo r p h i c , a n d c o n s i d e r e d t o b e s u i ta b l e f o r t h e s u b t y p i n g o f Os HV -1 ( Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) . I n t h e p r e s e n t s t u d y , P CR t a r g e t i n g t h e C2 / C6 a r e a wa s c a r r i e d o u t , a n d t h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f a mp l i c o n s we r e a n a l y z e d . r s i n F r a n c e a t p r e s e n t , h a s n o t y e t b e e n f o u n d i n J a p a n . S u r v e i l l a n c e o f Os HV -1 v a r i a n t s i n J a p a n T h e p o l y mo r p h i s ms o f t h e C2 / C6 f r a g me n t we r e r e c e n t l y i n v e s t i g a t e d wi t h s a mp l e s c o l l e c t e d i n F r a n c e , I r e l a n d , t h e Un i t e d St a t e s , Ne w Z e a l a n d , Ch i n a a n d J a p a n ( Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) . I n a d d i t i o n , n e w v a r i a n t s o f Os HV -1 m V a r we r e f o u n d i n F r a n c e ( Ma r t e n o t e t a l . , 2 0 1 1 , 2 0 1 2 ) . Of t h e 2 3 v a r i a n t s o b t a i n e d i n o u r s t u d y , J PT y p e 1 4 wa s i d e n t i c a l t o 2 0 1 0 / 1 5 8 -1 4 4 ( J N8 0 0 1 3 3 ) ( Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) , wh i c h o r i g i n a t e d i n J a p a n . Ho we v e r , t h e o t h e r n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o b t a i n e d i n t h i s s t u d y we r e n o t i d e n t i c a l t o t h o s e d e s c r i b e d r e c e n t l y b y Re n a u l t e t a l . ( 2 0 1 2 ) a n d Ma r t e n o t e t a l . ( 2 0 1 1 , 2 0 1 2 ) . T h e r e f o r e , n o n e o f t h e J a p a n e s e v a r i a n t s we r e i d e n t i c a l t o t h o s e r e p o r t e d p r e v i o u s l y i n E u r o p e , Oc e a n i a a n d A me r i c a .
T h e p h y l o g e n e t i c t r e e o f C2 / C6 s e q u e n c e s g e n e ra t e d b y t h e ma x i mu m-l i k e l i h o o d me t h o d i s s h o wn i n F i g . 3 . Du e t o t h e h i g h d e g r e e o f s e q u e n c e s i mi l a r i t y b e t we e n t h e v a r i a n t s , h i g h b o o t s t r a p v a l u e s we r e n o t o b t a i n e d . Ho we v e r , o u r p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s p r od u c e d a t r e e s i mi l a r t o t h a t d e s c r i b e d b y Re n a u l t e t a l .
( 2 0 1 2 ) , s e p a r a t i n g r e f e r e n c e Os HV -1 a n d Os HV -1 m V a r i n t o d i s t i n c t s u b g r o u p s . T h e p h y l o g e n e t i c t r e e s h o we d t h a t t h e Os HV -1 v a r i a n t s i n J a p a n we r e mo r e v a r i a b l e t h a n t h o s e d e t e c t e d i n F r a n c e . Os HV -1 m V a r h a s b e e n d e t e c t e d a t h i g h f r e q u e n c y d u r i n g s e v e r a l o u tb r e a k s wi t h h i g h mo r t a l i t y i n F r a n c e s i n c e 2 0 0 8 Y . S h i ma h a r a , J . K u r i t a , I . K i r y u , T . Ni s h i o k a , K . Y u a s a , M. K a wa n a , T . K a ma i s h i a n d N. Os e k o ( Se g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 a n d Re n a u l t e t a l . , 2 0 1 2 ) . I t s e e me d t h a t t h e h i g h p r e v a l e n c e o f Os HV -1 m V a r i n F r a n c e i s d u e t o i t s s t r o n g p a t h o g e n i c i t y . A l t h o u g h v a r i a b l e t y p e s o f C2 / C6 s e q u e n c e s we r e o b t a i n e d i n t h i s s u r v e y , i t r e ma i n s u n k n o wn wh e t h e r t h e s e Os HV -1 v a r i a n t s a r e a s p a t h o g e n i c t o o y s t e r s a s t h o s e f o u n d i n Eu r o p e . Mo r t a l i t i e s a s s o c i a t e d wi t h o s t r e i d h e r p e s v i r u s a r e u s u a l l y f o u n d i n s u mme r , c o nc o mi t a n t wi t h e l e v a t e d wa t e r t e mp e r a t u r e s ( Ga r c i a e t a l . , 2 0 1 1 ; S e g a r r a e t a l . , 2 0 1 0 ; P e e l e r e t a l . , 2 0 1 2 ) . I t i s we l l k n o wn a mo n g J a p a n e s e o y s t e r f a r me r s t h a t a q u a cu l t u r e i n d u s t r y i n J a p a n o c c a s i o n a l l y e x p e r i e n c e s r e l at i v e l y h i g h mo r t a l i t y e v e n t s o f o y s t e r s i n s u mme r . Ho we v e r , l a r g e -s c a l e mo r t a l i t y o u t b r e a k s , s u c h a s t h o s e s e e n r e c e n t l y i n E u r o p e , d i d n o t o c c u r a t l e a s t f o r t h e l a s t f e w y e a r s . I n o r d e r t o d e t e r mi n e t h e p a t h o g e n i c i t y o f Os HV -1 v a r i a n t s i n J a p a n , e x p e r i me n t a l i n f e c t i o n s mu s t b e c a r r i e d o u t ; h o we v e r , i s o l a t i o n a n d c u l t i v a t i o n o f Os HV -1 h a s n o t b e e n s u c c e s s f u l d u e t o t h e l a c k o f s u i t a b l e c e l l l i n e s ( Re n a u l t a n d No v o a , 2 0 0 4 ) . F u r t h e r e p i d e mi o l o g i c a l s t u d i e s mu s t b e u n d e r t a k e n i n J a p a n t o d e t e r mi n e wh e t h e r t h e s e v a r i a n t s a f f e c t o y s t e r s . I n a d d i t i o n , t h e C2 / C6 s e q u e n c e s wi l l b e a n a l y z e d wh e n h i g h mo r t a l i t y o u t b r e a k s a c c o mp a n y t h e d e t e c t i o n o f Os HV -1 .
T a mu r a , K . , D . P e t e r s o n , N. P e t e r s o n , G. S t e c h e r , M. Ne i a n d S . K u ma r ( 2 0 1 1 ) : ME GA 5 : Mo l e c u l a r e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s a n a l y s i s u s i n g ma x i mu m l i k e l i h o o d , e v o l u t i o n a r y d i s t a n c e , a n d ma x i mu m p a r s i mo n y me t h o d s . Mo l . Bi o l . E v o l . , 2 8 , 2 7 3 1 -2 7 3 9 .
